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略語表 

CV Coefficient of variance 
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ED5 5% effective dose 

hERG Human ether-a-go-go related gene 

HPLC High performance liquid chromatography 

HTS High throughput screening 

IC50 50% inhibitory concentration 

ICH International Conference on Harmonization of 

Technical Requirements for Registration of 

Pharmaceuticals for Human Use 

IKr Delayed rectifier potassium currents activated 

rapidly 

IKs Delayed rectifier potassium currents activated 

slowly 

Ito Transient outward currents 

LC-MS/MS Liquid chromatography - mass spectrometer /  

mass spectrometer 

MAP Monophasic action potential 

MAP90(pacing) Monophasic action potential at 90% 
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MAP90(sinus) Monophasic action potential at 90% 

repolarization levels at sinus rhythm 
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QTcF QT interval corrected by Fridericia’s formula 

QTci QT interval corrected by individual 

rate-correction 

QTcM QT interval corrected by Matsunaga’s formula 

QTcV QT interval corrected by Van de Water’s 

formula 
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Ⅰ 序論 

 

心電図は心臓内での興奮の発生（脱分極）・消失（再分極）と興奮波の伝導で

成り立っており、P 波は心房筋の興奮、QRS 波は心室筋の興奮、T 波は心室筋

の興奮の消失に伴う電位変化を表している。医薬品の服用により心電図の QT

間隔延長を伴う致死性不整脈（TdP）発生の臨床事例が 1990年代から報告され、

薬剤誘発性 QT 延長作用と定義されている（De Ponti et al., 2001）。QT 間隔は心

室筋の脱分極から再分極までの活動電位持続時間を表しており、脱分極に関与

するNaチャネルやCaチャネルなどの内向きイオン電流の活性化や再分極に関

与するKチャネルなどの外向きイオン電流の遮断により延長することが知られ

ている（Tamargo, 2000）。薬剤誘発性 QT 延長作用を示す薬剤の多くがすばやく

活性化される遅延整流性 K 電流を引き起こす IKr チャネルの α サブユニットで

ある hERG チャネル（Sanguinetti et al., 1995）を遮断することにより活動電位の

再分極を抑制し、QT 延長作用を示すことが報告された（Haverkamp et al., 2000; 

Webster et al., 2002; Redfern et al., 2003）。心室筋再分極過程には、上記 IKr チャネ

ルに加えて、ゆっくり活性化される遅延整流性 K 電流を引き起こす IKs チャネ

ル（Barhanin et al., 1996）も関与しており、IKs チャネルの心室筋内分布の特性

により IKr（hERG）チャネル遮断が QT 延長を介して致死性不整脈を発生させ

ると考えられている（Antzelevitch et al., 1999）。すなわち、心室筋壁は心内膜側

から心内膜細胞、M 細胞、心外膜細胞で構成されており、IKr チャネルの発現量

はその 3 層において同程度であるが、IKs チャネルは M 細胞において発現量が

非常に尐なく、M 細胞では再分極に寄与するチャネルがほとんど IKr チャネル

である。このため、IKr チャネルを抑制すると M 細胞の再分極時間の延長の程

度が周辺の細胞よりも大きく、心室筋壁の再分極の不均一性が増大する。再分
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極の不均一性により不応期が不均一となり、迂回してきた活動電位が興奮の終

了した細胞を再度興奮させて、異常興奮波が繰り返し出現するリエントリー性

不整脈の発生リスクが高まる。このことが IKr チャネル阻害による TdP の発生

原因と考えられている。 

QT 延長作用が原因で市場撤退した薬剤の致死性不整脈の発生頻度は一万例

から十万例に数例ではあるが、発生した場合のリスクが致死的であることから

医薬品開発において非常に大きな問題となっている。日米欧 3 極の行政および

産業の代表者が医薬品開発・使用のための共通ガイドラインを作成・決定する

意思決定議会である日米 EU 医薬品規制調和国際会議（ICH）において、薬剤

誘発性 QT 延長リスクを評価するための非臨床ガイドライン（S7B）及び臨床

ガイドライン（E14）が 2005 年に採択され、すべての新規薬剤で QT 延長作用

に対する非臨床及び臨床の評価を行うこととなった（ICH S7B, 2005; ICH E14, 

2005）。 

現在、医薬品の開発には非常に多額の費用が必要である。特に多額の費用が

かかる開発後期での開発中止を避けるため、創薬早期段階から薬効面、代謝面、

安全性面などを考慮した数多くのスクリーニング実験を実施する必要があり、

尐量の化合物量での各スクリーニング系の実施・評価が求められている。QT

延長評価では、QT 延長作用を示す薬剤の多くが hERG チャネルを遮断するこ

とにより QT 延長作用を示すことから（Webster et al., 2002; Redfern et al., 2003）、

hERG チャネルを強制発現させた細胞を用いて、パッチクランプ法により hERG

チャネル電流に対する評価が一般的に行われている（Kirsch et al., 2004; Guo & 

Guthrie, 2005; Takasuna et al., 2009）。しかしながら、心筋活動電位再分極過程に

はKチャネル以外にNaチャネルやCaチャネルなどの他のイオンチャネルも関

与しており、hERG チャネルを遮断しても心筋再分極時間を延長させない薬剤
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も多数存在し（Redfern et al., 2003）、hERG 試験だけでは十分なリスク評価とは

いえない。そのため、さらに包括的に心筋活動電位の再分極時間に対する評価

を行う必要があるが、尐量の検体量で評価可能な試験系は尐ないのが現状であ

る。 

心筋再分極時間の評価に対しては、これまで比較的尐量の検体量で評価でき

る ex vivo 試験として、モルモット摘出乳頭筋やイヌ摘出 Purkinje 線維を用いた

微小ガラス電極法による心筋活動電位測定系（Gintant et al., 2001; Hayashi et al., 

2005; Kii et al., 2005）が主に用いられてきた。しかしながら、それらの試験系

は臨床において QT 延長作用を示す薬剤が陽性作用を示さない偽陰性の問題が

報告され（Guth et al., 2004; Hanson et al., 2006）、原因としては標本の表面灌流

法のため薬剤の組織浸透性が低いことが考えられている（Guth et al., 2004）。ま

た、QT 延長作用には自律神経系活性や性ホルモンなどが影響を与える可能性

があり（Harada et al., 2005; Nakamura et al., 2007; Kurokawa et al., 2008; Kakusaka 

et al., 2009）、さらに代謝物が QT 延長作用を示す可能性もあることから

（Vorperian et al., 1996; Zhou et al., 1999）、in vivo での評価がより正確であると

考えられる。 

そこで、本研究では比較的尐量の検体量で評価が可能であり、薬剤の組織浸

透性も高いと考えられる in vivo試験法として麻酔モルモットにおける単相性活

動電位（MAP）測定法、麻酔イヌにおける心房ペーシング刺激下での心電図測

定法、及び無麻酔無拘束下マーモセットにおける心電図測定法を開発し、それ

らの QT 延長評価における有用性について証明するとともに、それらの試験系

を用いた創薬早期段階での QT 延長リスク回避戦略について提言する。これに

より医薬品開発の非常に早い研究段階から新規薬剤の正確な統合的 QT リスク

評価が可能となり、QT 延長評価のパラダイムシフトに繋がると期待される。 
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本研究の内容はすでに Journal of Toxicological Sciences（Tabo et al., 2006）、

Journal of Pharmacological and Toxicological Methods（Tabo et al., 2007）および

Journal of Toxicological Sciences（Tabo et al., 2008b）に公表されている。 
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Ⅱ 実験方法 

 

A 麻酔モルモットにおける MAP 測定 

1 動物 

 

雄性 Hartley 系モルモットを日本チャールス・リバー社（筑波、日本）より購

入して飼育した後、実験に供した。使用時の週齢及び体重はそれぞれ 9～14 週

齢、568.4～907.4g であった。動物は、温度が 24±2
o
C、湿度が 55±10%、7:00～

19:00 に人工照明が施される動物室で飼育し、餌と水は自由に摂取させた。 

実験終了後、使用した動物は麻酔下で高濃度カリウム溶液を静脈内投与する

ことにより安楽死処置を行った。 

 

2 MAP 及び心電図測定法 

 

動物を pentobarbital sodium（ネンブタール、アボットラボラトリーズ）40 

mg/kg の腹腔内投与により麻酔した後、気管にカテーテルを挿入し、人工呼吸

器（MODEL683、HARVARD Apparatus）を用いて呼吸を制御した（室内空気＋

酸素、5 ml/kg、90 strokes/min）。頸動脈に血圧測定用カテーテルを、頸静脈に被

験物質投与用カテーテルを挿入し、心電図測定用に標準四肢第Ⅱ誘導法に従い

電極針を装着した。また、胸部左側から開胸し、左心房にペーシング電極を取

り付け、MAP 電極を吸引しながら左心室外壁に当てた。さらに、ペーシング刺

激が血圧上昇などの循環器系変化を引き起こして反射性に自律神経系に影響を

与える可能性があることから、自律神経系への影響を減らすために、頸部で迷

走神経を切断し、さらに被験物質投与開始 15 分以上前にβ受容体遮断薬である
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(s)-(-)-propranolol hydrochloride（Sigma Chemical Co.）の 2 μmol/kg を被験物質投

与用カテーテルから静脈内投与した（0.5 ml/kg）。手術及び実験は、保温器

（BWT-100、バイオリサーチセンター㈱）を用いて動物の体温が 37℃に維持さ

れる条件下で実施した。血圧測定用カテーテルに装着した圧力トランスデュー

サーからの血圧信号を血圧用アンプ（AP-641G、日本光電工業㈱）を介して測

定し、心拍数は血圧の出力を瞬時心拍計ユニット（AT-601G、日本光電工業㈱）

に入力して測定した。心電図は標準四肢第Ⅱ誘導法に従って心電図用アンプ

（AC-601G、日本光電工業㈱）を介して測定し、MAP はアンプ（DAM50、World 

Precision Instruments, Inc.）を介して測定した。血圧、心拍数、心電図、MAP は

インターフェイス（MP100、BIOPAC Systems）を介してコンピュータに取り込

み、電気信号解析ソフト（WinVAS3、㈱フィジオテック）を用いて連続的に記

録・解析した。 

 

3 群構成 

 

被験物質として陽性対照薬 8 種（E-4031、cisapride、astemizole、terfenadine、

bepridil、haloperidol、quinidine、dl-sotalol）および陰性対照薬 4 種（diltiazem、

verapamil、chlorpheniramine、captopril）を使用した。各被験物質群および溶媒

対照群にそれぞれ 5 例を割り当て、計 13 群、65 例とした。各被験物質の投与

量を次ページの表に示す。 

 

 

 

 



 

 7 

被験物質 投与量（µmol/kg） 

E-4031 0.001, 0.003, 0.01, 0.03, 0.1 

Cisapride 0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1 

Astemizole, Terfenadine, Bepridil, Diltiazem, Verapamil 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3 

Haloperidol, Quinidine, dl-Sotalol, Chlorpheniramine 0.1, 0.3, 1, 3, 10 

Captopril 0.3, 1, 3, 10, 30 

 

陽性対照薬の最高投与量は、予備検討において明らかな MAP 持続時間の延

長を示した用量あるいは溶解限界用量に設定した。陰性対照薬の最高投与量は、

予備検討において循環器系に重篤な副作用（過度の血圧低下や心拍数減尐）や

それに伴う死亡が認められた用量あるいは溶解限界用量に設定した。また、い

ずれの被験物質についても最低用量は予備検討において MAP 持続時間に明ら

かな影響が認められなかった用量に設定し、公比約 3 で中間用量として 3 用量

を設けた（計 5 用量）。 

 

4 薬物投与 

 

被験物質は 1%乳酸（Sigma Chemical Co.）に溶解させた。頸静脈内に留置し

たカテーテルより、被験物質を低用量から順に 0.25 ml/kg の容量を 40 秒間で静

脈内投与し、投与間隔は 6 分とした。また、溶媒対照投与群として、溶媒であ

る 1%乳酸を 5 回静脈内投与した。 
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5 実験方法 

 

解析項目の各パラメータが安定したことを確認した後、実験を開始した。被

験物質投与前に洞調律下およびペーシング刺激下（刺激パルス持続時間：2 msec、

刺激の強さ：閾値の 1.5 倍、刺激間隔：230～290 msec）で各パラメータを 2 回

測定し、その平均値を投与前値とした。各被験物質投与終了後 4 分からペーシ

ング刺激を 1 分間行い、計測ポイントは各被験物質投与終了後 4 分（洞調律下）

および 5 分（ペーシング刺激下）とし、5 秒間に得られたデータの平均値をそ

のポイントにおける測定値とした。なお、ペーシング刺激は電気刺激装置

（SEN-3201、日本光電工業㈱）によりアイソレータ（SS-302J、日本光電工業

㈱）を介して行った。 

解析項目は、洞調律下では心拍数および MAP 持続時間、ペーシング刺激下

では MAP 持続時間とし、心筋活動電位持続時間は一般的に 90%再分極時間で

評価を行うことにより精度の高い解析が可能であるため（Sugiyama et al., 1997; 

Hayashi et al., 2005）、MAP 持続時間として MAP90(sinus) （洞調律下で活動電位振

幅が最大値の 90%まで再分極する時間）及び MAP90(pacing) （ペーシング刺激下

で活動電位振幅が最大値の 90%まで再分極する時間）を採用した。なお、ペー

シング刺激により T 波は次の P 波に重なり、T 波終点は特定されないため、QT

間隔は評価項目としなかった。心筋再分極時間は心拍数の影響を受けるため、

ペーシング刺激により心拍数を一定にしたときの MAP90(pacing)に対する作用を、

薬剤が真に再分極時間に与える作用として評価した。また、MAP90(pacing)の投与

前値からの%変化率を算出し、陽性対照薬については推定 5%延長用量（ED5）

を求めた。 
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B 麻酔イヌにおける心房ペーシング刺激下での心電図測定 

1 動物 

 

雄性イヌ（Beagle/CSK）を CSK リサーチパーク社（長野、日本）より購入し

て飼育した後、実験に供した。使用時の月齢及び体重はそれぞれ 10～15 カ月齢、

10.0～12.5 kg であった。動物は、温度が 24±2
o
C、湿度が 55±10%、7:00～19:00

に人工照明が施される動物室で飼育した。餌は毎日約 250 g の犬用固型配合飼

料を与え、水は自由に摂取させた。 

実験終了後、使用した動物は麻酔下で高濃度カリウム溶液を静脈内投与する

ことにより安楽死処置を行った。 

 

2 ペーシング刺激及び循環器系パラメータ測定法 

 

動物に thiopental sodium（ラボナールⓇ、田辺製薬㈱）30 mg/kg を静脈内投与

し、導入麻酔を行った。気管チューブを挿入した後、人工呼吸器（model 613、

Harvard Apparatus、20 ml/kg，15 strokes/min）により 1.0～1.5%の halothane（フ

ローセンⓇ、武田薬品工業㈱）および酸素ガス（100%）を吸入させた。橈側皮

静脈に薬物投与用カテーテルを、大腿静脈に採血用カテーテルを留置し、大腿

動脈よりマイクロチップ圧力トランスデューサー（SSD-819、Millar Instruments, 

Inc.）を挿入し、先端のセンサーは左心室内に、他方のセンサーは大動脈弓に

位置するように固定した。右第 4 肋間を開胸後、心膜を切開し、右心房に刺激

用電極を装着した。装着後ペーシング刺激が与えられることを確認し、開胸部

分を縫合した。また、心電図標準四肢誘導法に従い電極針を装着した。採血用

カテーテルには、生理食塩液（大塚製薬㈱）にて 100 U/ml に希釈したヘパリン
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ナトリウム（1000 U/ml、ノボノルディスク A/S）を充填した。手術及び実験は、

保温器（TP-401、Gaymer Industries Inc.）を用いて動物の体温が 37℃に維持され

る条件下で実施した。大動脈弓に留置したセンサーからの血圧信号を血圧用ア

ンプ（AP-601G、日本光電工業㈱）を介して測定し、心拍数は血圧の出力を瞬

時心拍計ユニット（AT-601G、日本光電工業㈱）に入力して測定した。以上の

パラメータは、熱ペン式レコーダー（WR3101、グラフテック㈱）上に 10 mm/min

の速度で連続的に記録した。心電図は標準四肢第Ⅱ誘導法に従って心電図用ア

ンプ（AC-600G、日本光電工業㈱）を介してコンピュータに取り込み、心電図

波形計測ソフト（Softron ECG Processor SP97、㈱ソフトロン）を用いて、各測

定ポイントあたり 8 秒間の心電図波形を加算平均したものについて解析した。

ペーシング刺激は電気刺激装置（SEN-3201、日本光電工業㈱）を用い、各刺激

について 20 秒間ずつ刺激を行った（刺激パルス持続時間：1 msec、刺激の強さ：

閾値の 2 倍）。 

 

3 群構成 

 

被験物質として陽性対照薬 2 種（astemizole、dl-sotalol）および陰性対照薬 1

種（propranolol）を使用した。溶媒対照群および dl-sotalol 群は各 4 例、astemizole

群と propranolol 群は各 5 例とした。各被験物質の投与量を下表に示す。 

 

被験物質 投与量（mg/kg） 

Astemizole, Propranolol 0, 0.1, 0.3, 1, 3 

dl-Sotalol 0, 0.15, 0.5, 1.5, 5 
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4 薬物投与 

 

被験物質は 1%乳酸（Sigma Chemical Co.）に溶解させた。橈側皮静脈内に留

置したカテーテルよりシリンジポンプ（STC-521、テルモ㈱）を用いて、溶媒、

被験物質の最低用量から順に 0.2 ml/kg/min の速度で 10 分間静脈内投与を行っ

た。各投与終了後、20 分間の休薬を行った。また、溶媒対照投与群として、溶

媒である 1%乳酸を 5 回静脈内投与した。 

 

5 実験方法 

 

各パラメータが安定したことを確認した後、QT補正式に関する実験を行い、

次いで被験物質投与実験を行った。QT 補正式の検討は 20 例を使用し、被験物

質の検討では、20 例中 2 例の心拍数がペーシング頻度である 120 beats/min を超

えていたためそれらは実験に使用せず、18 例を各群に振り分けた（群構成参照）。 

QT 補正式に関する実験では、右心房に電気刺激を行い、試験開始前の心拍

数から 10 beats/min の割合で心拍数を上げ、P 波と T 波が重なり、T 波の頂点の

確認が不能となるまで観察し、QT 間隔及び RR 間隔を測定した。測定した QT

間隔および RR 間隔から、以下に示す 4 種の一般補正式、すなわち臨床も含め

て一般的に使用される Bazett 及び Fridericia の補正式、イヌにおいて確立された

Matsunaga及び Van de Water の補正式を用いて RR 間隔で補正した値である補正

QT（QTc）間隔を算出した。 

Bazett   QTcB=QT/RR
0.5（Bazett, 1920） 

Fridericia  QTcF=QT/RR
0.333（Fridericia, 1920）   

Matsunaga  QTcM=Log600×QT/Log RR（Matsunaga et al., 1997）  



 

 12 

Van de Water  QTcV=QT−0.087×(RR-1000)（Van de Water et al., 1989） 

また、QT 間隔及び RR 間隔をそれぞれ Log 変換した LogQT と LogRR を求め、

20 例のすべてのデータをプロットし、その回帰直線の傾きから補正係数である

β値を算出した。その β値から本試験条件下における試験別補正式を求めた。 

試験別補正式  LogQT=α+β×LogRR、QTcX=QT/RR
β（Spence et al., 1998） 

QT 補正式に関する実験の終了後に、各パラメータが安定していることを確

認した後、同一個体を用いて以下の被験物質投与実験を行った。各投与開始後

5、10、20 および 30 分に洞調律時のデータを取得した後、刺激間隔 500 msec

（刺激頻度：120 beats/min）でペーシング刺激を行い、データを取得した。洞

調律下では QT 間隔および RR 間隔を解析し、試験別補正式を用いて QTcX 間

隔を算出した。また、ペーシング刺激下では QT 間隔を解析し、QT(pacing)とした。

各被験物質の各用量投与開始後 5、10、20 および 30 分に大腿静脈に留置した採

血用カテーテルより約 2 ml を採血した（ヘパリンナトリウム加血液）。溶媒投

与群においても被験物質投与群と同様のタイミングで採血を行った。

Astemizole 群および dl-sotalol 群の血液は直ちに氷冷し、遠心分離後の血漿を採

取し、濃度測定時まで約−80℃で保存した。Astemizole 及び dl-sotalol の血漿中

濃度は HPLC 法により測定した（Yamamoto et al., 2001; Laer et al., 2001）。 

 

C 覚醒マーモセットにおけるテレメトリーシステムによる心電図測定 

1 動物 

 

コモンマーモセットを日本クレア㈱（東京、日本）より購入して飼育した後、

実験に供した。テレメトリー実験用に雌雄各 2 例、血漿中薬物濃度測定用に雌

雄各 2 例、計 8 例の動物を使用した。使用時の年齢及び体重はそれぞれ 2～5
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年齢、250～400 g であった。動物は、温度が 28±2℃、湿度が 55±15%、7:00

～19:00 に人工照明が施される動物室で飼育した。餌は固型飼料（CMS-1、日本

クレア㈱）を自由摂取とし、補食として粉ミルクやリンゴなどを与えた。水は

自由摂取とした。 

実験終了後、使用した動物は安楽死処置を行わず、他試験に移管した。 

 

2 テレメトリー送信器埋め込み法 

 

動物を ketamine hydrochloride（50～70 mg/kg, i.m.）と xylazine hydrochloride（5

～7 mg/kg, i.m.）で麻酔し、その混合麻酔下でテレメトリー送信器（TL-11M-C50 

PXT、Data Sciences International）の本体を腹腔内に埋め込み、標準四肢第Ⅱ誘

導法に従い、送信器の心電図用リード線のマイナス線を第 1 胸骨上の皮下、プ

ラス線を左側第 7 肋骨と第 8 肋骨間上の皮下に縫合した。手術後、抗生物質

streptomycin 25 mg を筋肉内投与した。送信器埋め込み後、1 ヶ月以上経過した

動物を実験に供した。 

 

3 群構成 

 

被験物質として陽性対照薬 2 種（astemizole、dl-sotalol）、陰性対照薬 2 種

（propranolol、nifedipine）を使用した。各被験物質の投与量を次ページの表に

示す。 
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被験物質 投与量（mg/kg） 

Astemizole 10, 30 

dl-Sotalol 5, 15 

Propranolol, Nifedipine 30 

 

4 薬物投与 

 

dl-Sotalol と propranolol は蒸留水に溶解させた。 Astemizole は 0.5% 

carboxyl-methylcellulose sodium（CMC、和光純薬工業㈱）、nifedipine は 0.5% 

CMC/1.5% dimethyl sulfoxide（DMSO、和光純薬工業㈱）に懸濁させた。被験物

質はディスポーザブルのシリンジ（テルモ㈱）と 5Fr カテーテル（アトム㈱）

を用いて単回強制経口投与した。投与容量は 2 ml/kg とし、13 時 30 分頃に投与

を行った。なお、摂餌による薬物吸収への影響を抑えるため、投与前約 5 時間

から投与後約 4 時間まで絶食した。薬剤投与間は 1 週間以上の休薬期間を設定

した。 

 

5 実験方法 

 

テレメトリー実験は、受信ボード（RMC-1、Data Sciences International）を 2

個取り付けたケージ（465×465×565 mm）に動物を飼育して行った。テレメト

リーデータはデータ取得システム（ART、Data Sciences International）及びデー

タ解析システム（HEM 3.5、Notocord Systems SAS）を用いて取得・解析し、QT

補正式に関する検討と各被験物質の反応性に関する検討を実施した。 

QT 補正式の検討では、薬物処置を行わず、24 時間の心電図データを取得 
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し、6 分毎に連続 10 波形の QT、RR 間隔について解析し、その平均値を算出し

た。測定した QT 間隔および RR 間隔から、以下に示す Bazett（Bazett, 1920）

及び Fridericia（Fridericia, 1920）の補正式、並びに個体別補正式（Miyazaki & 

Tagawa, 2002）を用いて、RR 間隔で補正した値である QTc 間隔を算出した。個

体別補正式は、QT 間隔及び RR 間隔をそれぞれ Log 変換した LogQT と LogRR

を求め、個体毎にすべてのデータをプロットし、その回帰直線の傾きから補正

係数である β値を算出して求めた。なお、マーモセットにおける平均心拍数で

ある約 150 beats/min（RRref =0.4 sec）を各補正式に乗して、各補正式の補正レ

ベルを合わせた。 

Bazett  QTcB= RRref
0.5

×QT/RR
0.5 

Fridericia QTcF= RRref
0.333

×QT/RR
0.333 

個体別補正式 LogQT=α+β×LogRR、QTci=RRref
β
×QT/RR

β
 

被験物質の反応性の検討では、被験物質投与後 0.5、1、2、4、7、12、24 時

間の心電図データについて、連続 10 波形の QT、RR 間隔について解析し、そ

の平均値を算出した。また、各個体の個体別補正式により算出された QTci 間隔

を求めた。 

 

6 血漿中濃度測定法および蛋白結合率測定法 

 

血漿中薬物濃度の測定には、採血による心電図データへの影響を避けるため

に、テレメトリー実験とは別個体の動物を使用した。被験物質を投与した後、

尾静脈より採血した（ヘパリンナトリウム加血液）。採血ポイントは、astemizole、

dl-sotalol 及び propranolol は投与後 0.5、1、2、4、7 時間、nifedipine は投与後 0.25、

0.5、1、2、4 時間とし、採血量は各ポイントにおいて 150 μl とした。血液を遠
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心分離し、上清中の薬物濃度を LC-MS/MS 法により測定した。なお、astemiozole

については主代謝物である desmethylastemizole が astemizole と同等の hERG 抑

制作用および活動電位持続時間延長作用を有することから（Vorperian et al., 

1996; Zhou et al., 1999）、desmethylastemizole ついても測定した。 

陽性対照薬である dl-sotalol、astemiozle および desmethylastemizole については

蛋白結合率を平衡透析法により測定した。透析用濾過膜（HTDialysis）で仕切

られた 96 ウェル平衡透析用ブロック（HTDialysis）のサンプル側に血漿サンプ

ル 100 μl を、濾過側にリン酸バッファー100 μl を加えた。37℃で 4 時間インキ

ュベートした後、サンプル側と濾過側の薬物濃度を LC-MS/MS 法で測定し、蛋

白結合率を算出した。 

 

D 薬物 

 

被験物質として、astemizole、terfenadine、bepridil hydrochloride、haloperidol、

quinidine hydrochloride、dl-sotalol hydrochloride、diltiazem hydrochloride、verapamil 

hydrochloride、chlorpheniramine maleate salt、captopril、propranolol hydrochloride、

nifedipine（以上 Sigma Chemical Co.）、cisapride（中外製薬㈱にて抽出）、E-4031 

hydrochloride（和光純薬工業㈱）を使用した。astemizole、bepridil、cisapride、

haloperidol、quinidine、dl-sotalol、chlorpheniramine、verapamil、captopril は遮光・

気密容器にて室温保存し、terfenadine、E-4031、diltiazem、propranolol、nifedipine

は遮光・気密容器にて冷蔵保存した。 
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E 統計学的解析 

 

3 例以上得られたデータについて平均値±標準誤差として表した（2 例以下の

場合には不採用）。 

麻酔モルモットの実験では、各パラメータについて各群の投与前値に差があ

るか確認するため一元配置分散分析を行った。各被験物質の作用の検出に関し

ては、投与前値を対照とした各測定ポイントの反復測定時間に対する多重比較

検定を行った。 

麻酔イヌ及び覚醒マーモセットの実験では、各補正式にて算出した QTc 間隔

を RR 間隔に対してそれぞれプロットし、回帰分析を行い、回帰直線式を求め

た。その回帰直線の傾きが最も小さく、直線回帰式の CV 値が 10%以内である

補正式を、RR 間隔に影響されにくい QT 補正式であると判断した。なお、覚醒

マーモセットの実験では、回帰直線の傾きについて各補正式間で Tukey の多重

比較検定を行った。また、被験物質投与の実験では、2 群間の比較では、各測

定ポイントにおける各被験物質投与群と溶媒対照投与群の間で対応のない t 検

定を行った。検定に際しては、F 検定により分散の検定を行い、等分散性が得

られた場合には Student の t 検定を、等分散性が得られない場合には Aspin-Welch

の t 検定を行った。3 群以上の比較では、各測定ポイントにおける各被験物質

投与群と溶媒対照投与群の間で Bartlett 検定により分散の検定を行い、等分散性

が得られた場合にはパラメトリックな Dunnett 検定を、等分散性が得られない

場合にはノンパラメトリックな Dunnett 検定を行った。 

統計学的解析ソフトとして Intranet SAS Version 8.2（SAS Institute）を使用し、

有意水準はいずれも probability(p)<0.05 とした。 
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Ⅲ 実験結果 

 

A 麻酔モルモットにおける薬物の MAP 持続時間に対する作用 

 

小動物を用いた薬剤評価の対象動物としてはマウス、ラットなどのげっ歯類

が一般的に用いられているが、げっ歯類では一過性外向き K 電流を引き起こす

Itoチャネルが再分極過程を主に制御しており、IKr チャネルの関与が尐ないため、

薬剤誘発性 QT 延長リスク評価の対象動物として不適と考えられている（ICH 

S7B, 2005）。一方、モルモットは IKr チャネルが発現しており（Wymore et al., 

1997）、IKr チャネルの阻害により QT 間隔が延長することが示されている（De 

Clerck et al., 2002）。また、小動物であることから必要化合物量も尐なく、創薬

早期の QT 延長評価を目的とした動物種として適していると考えられる。MAP

は電極の心筋への押し付け（または吸引）により局所的に脱分極した傷害部位

と健常部位との間に電位勾配が生じることによって記録され、電極周囲半径 5 

mm 前後までの心筋の電気現象を反映すると考えられている（安野および外山, 

1996）。MAP は薬剤誘発性 QT 延長作用に対して高感度に検出可能な指標とし

て麻酔イヌにおいて検討されてきたが（Sugiyama et al., 1997; Sugiyama & 

Hashimoto, 1998; Usui et al., 1998; Satoh et al., 1999）、麻酔モルモットにおける検

討は非常に尐なく（Carlsson et al., 1997）、また、QT 延長リスク評価を目的とし

た大規模なバリデーション評価は行われていない。本研究では、陽性対照薬 8

種および陰性対照薬 4 種を用いて薬剤の反応性について評価し、さらに各薬剤

の臨床結果と比較することにより本試験系の薬剤誘発性 QT 延長評価における

有用性について検討した。 
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1 陽性対照薬の作用 

 

図 1 に心電図と MAP の波形を示した。心電図は心臓内での興奮の発生（脱

分極）・消失（再分極）と興奮波の伝導で成り立っており、P 波は心房筋の興奮

から再分極まで、QRS 波は心室筋の興奮、T 波は興奮した心室筋の再分極を表

している。Q 波の始点から T 波の終点までの時間が QT 間隔であり、心室筋の

脱分極から再分極までの活動電位持続時間を表す。心電図第Ⅱ誘導の T 波は多

くの動物種で陽性を示すが、モルモットの T 波は陰性であることが報告されて

おり（Provan et al., 2005; Shiotani et al., 2007）、本試験においても陰性 T 波を示

した。第Ⅱ誘導の電気軸では多くの動物種において再分極は心外膜から生じる

ことにより陽性 T 波を示すが、モルモットでは再分極が心内膜側から生じるこ

とにより陰性 T 波を示すと推察される。本試験では心室筋心外膜の MAP を心

筋活動電位持続時間の指標としたが、Q 波始点と MAP の始点、及び T 波終点

と MAP の終点はそれぞれほぼ一致しており（図 1）、MAP 持続時間を指標とす

ることに問題はないと考えられた。 

溶媒対照群を含むすべての実験群の各測定パラメータの投与前値について一

元配置分散分析を行った結果、いずれの測定パラメータにも群間に有意差は認

められなかった。溶媒対照である 1%乳酸では MAP90(sinus)（洞調律下で活動電位

振幅が最大値の 90%まで再分極する時間）、MAP90(pacing)（ペーシング刺激下で

活動電位振幅が最大値の 90%まで再分極する時間）及び心拍数に影響は認めら

れなかった（表 1）。1%乳酸の同一個体への 5 回の投与（個体数：5 例）により

計 25 ポイントの測定値が得られ、心拍数変動の影響を除いた真の再分極時間の

指標となる MAP90(pacing) の投与前値からの変化率は−3.4～2.7%であった。した

がって、MAP90(pacing) に対する薬物の作用の有無については、統計学的有意差
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に加えて、5 例の平均値で 5%以上の変化が認められた場合に「作用あり」と判

断し、その場合に被験物質に「QT 延長作用あり」と判断した。 

陽性対照薬である haloperidol の 10 μmol/kg の投与により、QT 間隔及び

MAP90(sinus)の明らかな延長が認められた（図 1）。陽性対照薬 8 種はいずれも

MAP90(sinus)及び MAP90(pacing)に対して用量に応じた延長作用を示した（表 1）。各

陽性対照薬の最高用量における MAP90(pacing)延長率は、E-4031 が 19.3%、cisapride

が 16.0%、astemizole が 14.9%（1 μmol/kg）、terfenadine が 9.0%、bepridil が 6.3%、

haloperidol が 20.5%、quinidine が 12.4%、dl-sotalol が 10.4%であり、いずれも閾

値として設定した 5%以上の延長作用を示した（図 2）。なお、E-4031 0.1 μmol/kg

の 1 例、terfenadine 0.3、1 μmol/kg のそれぞれ 1 例、haloperidol 10 μmol/kg の 2

例、astemizole 3 μmol/kg の 3 例では、ペーシングがかからなかったため

MAP90(pacing)のデータが採取できなかった。ペーシングがかからなかった原因は、

terfenadine についてはペーシング刺激頻度よりも心拍数が高くなったため、そ

れ以外については不応期がペーシング刺激間隔よりも長くなったためと推察さ

れた。 

心拍数に対しては、terfenadine 以外の陽性対照薬において用量に応じた低下

作用が認められた（表 1）。 
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図 1 麻酔モルモットにおける洞調律下での haloperidol 静脈内投与前（Pre）及
び 10 μmol/kg 投与後の心電図（ECG）および単相性活動電位（MAP）の
典型的波形 

 

それぞれの QT 間隔および MAP の 90%再分極時間（MAP90(sinus)）を各波形の下
に示した。 
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表 1 麻酔モルモットにおける陽性対照薬の洞調律下の心拍数及び単相性活動
電位持続時間（MAP90(sinus)）、ペーシング刺激下の単相性活動電位持続時
間（MAP90(pacing)）に対する作用 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

各ポイントは平均値±標準誤差で示し、MAP90(pacing)における E-4031 の 0.1 

μmol/kg、terfenadineの 0.3 μmol/kg及び 1 μmol/kgは 4例、haloperidolの 10 μmol/kg

は 3 例で、それ以外はすべてのパラメータにおいて 5 例であった。なお、
astemizole の 3 μmol/kg の MAP90(pacing)は 3 例未満であったため、表中に示さなか
った。*: p<0.05, **: p<0.01; 各測定ポイントの投与前値に対する統計学的有意性
を表す。 

 

 

 

Treatment 

(µmol/kg) 
Parameters Baseline 

Administrations of test drug 

1st 2nd 3rd 4th 5th 

                    

Vehicle Dose    - - - - - 

 MAP90(sinus) 169  ± 4 169 ± 4 171 ± 4 172 ± 4 171 ± 5 172 ± 5 

 MAP90(pacing) 163  ± 3 162 ± 3 163 ± 3 163 ± 4 163 ± 3 163 ± 4 

 Heart rate 222  ± 6 215 ± 6 212 ± 7 210 ± 8 211 ± 9 211 ± 9 

                    

E-4031 Dose    0.001 0.003 0.01 0.03 0.1 

(0.001 - 0.1) MAP90(sinus) 166 ± 3 172 ± 2 177 ± 2    * 190 ± 3    ** 209 ± 4  ** 231 ± 4    ** 

 MAP90(pacing) 162 ± 4 165 ± 3 168 ± 3  ** 176 ± 3  ** 184 ± 3  ** 194 ± 5    ** 

 Heart rate 216 ± 6 212 ± 8 207 ± 5 199 ± 5    ** 182 ± 2  ** 162 ± 3    ** 

                    

Cisapride Dose    0.01 0.03  0.1   0.3   1  

(0.01 - 1) MAP90(sinus) 169 ± 2 173 ± 2 178 ± 2    * 184 ± 3    ** 202 ± 3    ** 228 ± 5    ** 

 MAP90(pacing) 164 ± 2 166 ± 2 168 ± 1 173 ± 1  ** 181 ± 1  ** 190 ± 2  ** 

 Heart rate 217 ± 6 211 ± 6 205 ± 8    * 205 ± 7    * 190 ± 8    ** 164 ± 6    ** 

                    

Astemizole Dose    0.03 0.1 0.3 1 3 

(0.03 - 3) MAP90(sinus) 169 ± 5 174 ± 6 180 ± 9  197 ± 10  ** 217 ± 10  ** 232 ± 10  ** 

 MAP90(pacing) 163 ± 5 166 ± 5 171 ± 6    * 179 ± 7    ** 188 ± 7    *    

 Heart rate 218 ± 6 213 ± 7 212 ± 10  196 ± 9    * 178 ± 8    ** 163 ± 9    ** 

                    

Terfenadine Dose    0.03 0.1 0.3 1 3 

(0.03 - 3) MAP90(sinus) 171 ± 4 172 ± 5 174 ± 5 173 ± 6 178 ± 7 195 ± 6    ** 

 MAP90(pacing) 164 ± 4 165 ± 4 166 ± 4 167 ± 5  ** 171 ± 5    ** 179 ± 5    ** 

 Heart rate 206 ± 5 205 ± 3 203 ± 2 211 ± 9 205 ± 9 186 ± 3 

                    

Bepridil Dose    0.03 0.1 0.3 1 3 

(0.03 - 3) MAP90(sinus) 171 ± 5 173 ± 5 176 ± 7 179 ± 6    ** 187 ± 6    ** 204 ± 8    ** 

 MAP90(pacing) 164 ± 5 163 ± 5 164 ± 6 166 ± 6 168 ± 6    * 174 ± 7    ** 

 Heart rate 214 ± 8 208 ± 7 207 ± 7 202 ± 6    * 193 ± 6    ** 177 ± 6    ** 

                    

Haloperidol Dose    0.1 0.3 1 3 10 

(0.1 - 10) MAP90(sinus) 172 ± 5 180 ± 5 189 ± 5    ** 207 ± 6    ** 234 ± 9    ** 249 ± 7    ** 

 MAP90(pacing) 166 ± 5 169 ± 5 174 ± 5    ** 183 ± 6    ** 193 ± 6    ** 204 ± 7    ** 

 Heart rate 211 ± 5 200 ± 5 191 ± 5    ** 176 ± 4  ** 155 ± 5    ** 139 ± 4  ** 

                    

Quinidine Dose    0.1 0.3 1 3 10 

(0.1 - 10) MAP90(sinus) 174 ± 9 179 ± 9 185 ± 9    * 193 ± 10  ** 208 ± 12  ** 230 ± 14  ** 

 MAP90(pacing) 167 ± 7 168 ± 6 170 ± 6 173 ± 6    ** 179 ± 6    ** 188 ± 7    ** 

 Heart rate 212 ± 7 204 ± 7 195 ± 8    ** 187 ± 8    ** 175 ± 10  ** 157 ± 8    ** 

                    

dl-Sotalol Dose    0.1 0.3 1 3 10 

(0.1 - 10) MAP90(sinus) 166 ± 3 167 ± 3 171 ± 3 177 ± 3   ** 189 ± 4    ** 208 ± 4  ** 

 MAP90(pacing) 161 ± 3 162 ± 2 163 ± 2 165 ± 3   ** 170 ± 3  ** 178 ± 2  ** 

 Heart rate 215 ± 3 214 ± 5 209 ± 4 200 ± 4   * 185 ± 5    ** 169 ± 4  ** 
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図 2 麻酔モルモットにおける陽性対照薬のペーシング刺激下単相性活動電位
持続時間（MAP90(pacing)）に対する作用 

 

溶媒対照の結果は 0.001～0.1 μmol/kg にプロットし、MAP90(pacing)の 5%延長率を
破線で示した。各ポイントは平均値±標準誤差で示し、E-4031 の 0.1 μmol/kg、
terfenadine の 0.3 μmol/kg 及び 1 μmol/kg は 4 例、haloperidol の 10 μmol/kg は 3

例で、それ以外は 5 例であった。なお、astemizole の 3 μmol/kg は 3 例未満であ
ったため、図中に示さなかった。 

 

 

2 陰性対照薬の作用 

 

陰性対照薬の作用を表 2 に示す。Captopril はいずれのパラメータについても

30 μmol/kgまで影響を与えなかった。Diltiazemは0.1 μmol/kgから心拍数の減尐、

0.3 μmol/kg から MAP90(sinus)の延長を示したが、心拍数の変動要因を除いた

MAP90(pacing)には影響を与えなかった。Verapamil では MAP90(sinus)に影響は認めら

れなかったが、0.3 μmol/kg において心拍数の減尐と MAP90(pacing)の僅かな短縮が

認められた。Chlorpheniramine では 1 μmol/kg から心拍数の減尐および

MAP90(sinus)の延長が認められた。さらに 3 及び 10 μmol/kg において MAP90(pacing) 
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の僅かな延長が認められたが、それぞれ 1.8%、3.1%の延長であり、基準として

設定した 5%未満の反応であった。したがって、陰性対照薬 4 種はいずれも

MAP90(pacing)に対して 5%以上の延長作用を示さず（図 3）、いずれも「QT 延長作

用なし」と判断した。 

 

 

 

表 2 麻酔モルモットにおける陰性対照薬の洞調律下の心拍数及び単相性活動
電位持続時間（MAP90(sinus)）、ペーシング刺激下の単相性活動電位持続時
間（MAP90(pacing)）に対する作用 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

各ポイントは平均値±標準誤差で示し、diltiazem の 3 μmol/kg の心拍数および
MAP90(sinus)は 4 例で、それ以外はすべてのパラメータにおいて 5 例であった。
なお、diltiazem の 3 μmol/kg の MAP90(pacing)、verapamil の 1 μmol/kg 及び 3 μmol/kg

のすべてのパラメータは 3 例未満であったため、表中に示さなかった。*: p<0.05, 

**: p<0.01; 各測定ポイントの投与前値に対する統計学的有意性を表す。 

 

 MAP90(sinus) 169  ± 4 169 ± 4 171 ± 4 172 ± 4 171 ± 5 172 ± 5 

 MAP90(pacing) 163  ± 3 162 ± 3 163 ± 3 163 ± 4 163 ± 3 163 ± 4 

 Heart rate 222  ± 6 215 ± 6 212 ± 7 210 ± 8 211 ± 9 211 ± 9 

(0.03 - 3) MAP90(sinus) 167 ± 3 166 ± 2 171 ± 3 172 ± 5         

ramine MAP90(sinus) 170 ± 5 171 ± 6 175 ± 7 180 ± 8    * 185 ± 9    ** 195 ± 11  ** 

(0.3 - 30) MAP90(sinus) 171 ± 4 171 ± 4 170 ± 6 172 ± 4 170 ± 5 169 ± 5 

 

 

Treatment 

(µmol/kg) 
Parameters Baseline 

Administrations of test drug 

1st 2nd 3rd 4th 5th 

                    

Vehicle Dose    - - - - - 

                    

Diltiazem Dose    0.03 0.1 0.3 1 3 

(0.03 - 3) MAP90(sinus) 169 ± 2 172 ± 2 175 ± 2 181 ± 4    ** 185 ± 4    ** 180 ± 7    ** 

 MAP90(pacing) 165 ± 2 165 ± 2 165 ± 2 166 ± 2 166 ± 2    

 Heart rate 228 ± 6 223 ± 5 216 ± 7  * 200 ± 8    ** 190 ± 9    ** 188 ± 12  ** 

                    

Verapamil Dose    0.03 0.1 0.3 1 3 

 MAP90(pacing) 161 ± 2 161 ± 2 160 ± 1 157 ± 2  **       

 Heart rate 227 ± 5 227 ± 5 214 ± 8 199 ± 11  *       

                    

Chlorpheni- Dose   0.1 0.3 1 3 10 

(0.1 - 10) MAP90(pacing) 163 ± 5 163 ± 5 163 ± 5 164 ± 5 166 ± 6    ** 168 ± 6    ** 

 Heart rate 217 ± 5 217 ± 5 209 ± 6 200 ± 7    ** 195 ± 7    ** 180 ± 8    ** 

                    

Captopril Dose    0.3 1 3 10 30 

 MAP90(pacing) 164 ± 3 163 ± 3 162 ± 3 162 ± 3 162 ± 3 161 ± 3 

 Heart rate 211 ± 6 207 ± 6 210 ± 10 205 ± 6 209 ± 8 209 ± 8 
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図 3 麻酔モルモットにおける陰性対照薬のペーシング刺激下単相性活動電位
持続時間（MAP90(pacing)）に対する作用 

 

溶媒対照の結果は 0.001～0.1 μmol/kg にプロットし、MAP90(pacing)の 5%延長率を
破線で示した。各ポイントは平均値±標準誤差で示した（5 例）。なお、diltiazem

の 3 μmol/kg、verapamil の 1 μmol/kg 及び 3 μmol/kg は 3 例未満であったため、
図中に示さなかった。 

 

 

3 陽性対照薬の MAP90(pacing)延長作用と臨床における QT 延長作用あるいは

hERG 抑制作用との比較 

 

陽性対照薬 8 種の MAP90(pacing) 延長作用に対する力価（推定 5%延長用量：

ED5）と臨床において QT 延長作用を引き起こす濃度（Baker et al., 1983; 

Manouvrier et al., 1986; Monahan et al., 1990; Funck-Brentano, 1993; Katritsis et al., 

1997; Ikeda et al., 1998; van Haarst et al., 1998; Desai et al., 2003）との間に良好な

相関が認められた（R
2
=0.7214）（図 4A）。一方、hERG 抑制作用（IC50）（Guth et 

al., 2004; Kirsch et al., 2004）との間に相関は認められなかった（R
2
=0.2555）（図

4B）。 
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図 4 麻酔モルモットにおける陽性対照薬のペーシング刺激下単相性活動電位
持続時間（MAP90(pacing)）の延長作用と臨床における QT 延長作用（A）
あるいは hERG 抑制作用（B）との相関 

 

各薬剤の MAP90(pacing)延長作用は ED5 として表し、また、臨床において QT 延長
作用を示す血漿中濃度は Baker et al. (1983), Manouvrier et al. (1986), Monahan et 

al. (1990), Funck-Brentano (1993), Katritsis et al. (1997), Ikeda et al. (1998), van 

Haarst et al. (1998), Desai et al. (2003)を引用し、hERG IC50 値は Guth et al. (2004), 

Kirsch et al. (2004)を引用した。それぞれの回帰直線を実線で示し、回帰直線式
の寄与率（R

2）を図中に示した。 
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B 麻酔イヌにおける薬物の心房ペーシング刺激下での QT 間隔に対する作用 

 

薬剤誘発性 QT 延長作用の薬剤評価において、イヌは最も一般的に使用され

てきた動物種であり（Hammond et al., 2001; Toyoshima et al., 2005; Hanson et al., 

2006）、また、麻酔下における研究も広く行われてきた（Sugiyama et al., 1997; 

Sugiyama & Hashimoto, 1998; De Clerck et al., 2002; Tashibu et al., 2005）。QT 間隔

は心拍数（あるいは RR 間隔）の変動により生理的に変化する性質があり、薬

剤の心筋再分極時間に対する作用を正確に評価するためには心臓ペーシングを

かけて心拍数を一定にすることや、QT 間隔を RR 間隔で補正する必要がある。

しかしながら、心臓ペーシング刺激下での詳細な薬剤誘発性 QT リスク評価の

検討は尐なく、また、イヌにおける試験別補正式や個体別補正式などの詳細な

QT 補正式の検討は覚醒下のテレメトリー試験において進められてきたが

（Spence et al., 1998; Miyazaki & Tagawa, 2002）、麻酔下の評価では Fridericia や

Van de Water などの一般補正式が使用されており（Fridericia, 1920; Van de Water 

et al., 1989）、QT 補正式に関する詳細な検討は行われていない。そこで、本研

究では麻酔イヌに心房ペーシング刺激をかけて心拍数を一定にした条件下で薬

剤検討を行うとともに、薬剤未処置下において心房ペーシングにより幅広いQT

間隔と RR 間隔の関係を求めて新規 QT 補正式を作成し、その補正式を用いて

薬剤の反応性を評価し、臨床結果との比較により本試験系の薬剤誘発性 QT 延

長評価における有用性について検討した。 

 

1 QT 補正式に関する検討 

 

QT 間隔は RR 間隔に対して正の相関を示し、RR 間隔が長くなるにつれ QT
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間隔が延長する性質を示した（図 5）。本試験系における最適な QT 補正式を求

めるため、一般補正式である Bazett、Fridericia、Van de Water、Matsunaga 及び

試験別補正式についてRR間隔に対する補正QT間隔の回帰直線を求めた（図 6）。

その結果、Bazett の補正式では、RR 間隔が短くなる（心拍数が高くなる）と

QTcB 間隔が過剰補正され高い値を示し、逆に RR 間隔が長くなる（心拍数が低

くなる）と QTcB 間隔は低い値を示す傾向を示した。Fridericia、Van de Water、

Matsunaga では、Bazett とは異なり、RR 間隔が短くなると QTc 間隔は低い値を

示し、RR 間隔が長くなると QTc 間隔が高い値を示す傾向を示した。試験別補

正式では、回帰直線の傾きは−0.0092であり、Bazett（−0.0913）、Fridericia（0.0273）、

Van de Water（0.1142）、Matsunaga（0.1174）と比較して傾きが 0 に近く、試験

別補正式を用いて算出した QTcX 間隔（QTcX=QT/RR
0.3879）が最も RR 間隔の

影響を受けにくく、最適な補正式であることが示された。なお、いずれの回帰

式においても、CV 値は 10%未満であり（図 6）、回帰直線の精度に問題はなか

った。 

以上より、試験別補正式が最も良好な補正能を示したため、被験物質を用い

た検討では、試験別補正式を用いて QT 間隔の RR 間隔に対する補正を行った。 
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図 5 麻酔イヌにおけるペーシング刺激下の QT 間隔および RR 間隔の関係 

 

各ポイントは 20 匹から得られた薬剤未処置下の QT 及び RR 間隔を示し、回帰
直線を実線で表した。 
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図 6 麻酔イヌにおけるペーシング刺激下の RR 間隔に対する QTc 間隔 

 

20 匹から得られた薬剤未処置下の QT 及び RR 間隔を元に、Bazett（A）、Fridericia

（B）、Van de Water（C）、Matsunaga（D）あるいは試験別補正式（E）により補
正された QTc 間隔を算出し、縦軸に示した。回帰直線を実線で表し、その傾き
及び CV 値を図中に示した。 
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2 陽性対照薬の作用 

 

溶媒対照及び陽性対照薬の作用を図 7 に示す。溶媒対照である 1%乳酸では

QT 間隔、心拍数、QTc 間隔及び QT(pacing)に影響は認められなかった。Astemizole

（0.1～3 mg/kg）は、0.3 mg/kg から QT 間隔、QTc 間隔及び QT(pacing)の延長作用

を示した。なお、3 mg/kg では 1 mg/kg よりも QTc 間隔の延長の程度が小さく

なり、用量反応性が認められなかったが、3 mg/kg 投与により T 波の波形が大

きく変化し、見かけ上 QT 間隔が 1 mg/kg 投与時よりも短くなったことが原因

であると推察された。一方、心拍数に対してはいずれの用量においても影響は

認められなかった。血漿中濃度と薬剤の反応性の関係について評価するため、

被験物質投与後の各測定ポイントにおける血漿中濃度を測定した結果、

Astemizoleの0.1、0.3、1、3 mg/kg投与時の最高血漿中濃度はそれぞれ 0.096±0.044、

0.305±0.076、1.09±0.41、2.94±1.15 μM であった。 

dl-Sotalol（0.15～5 mg/kg）では、0.5 mg/kg から QT 間隔及び QT(pacing)の延長

作用と QTc 間隔の延長傾向が認められ、1.5 mg/kg 以上で QT 間隔、QTc 間隔お

よび QT(pacing)の明らかな延長作用を示した。心拍数に対しては、0.15 mg/kg か

ら低下作用を示したが、用量相関性は認められなかった。dl-sotalol の 0.15、0.5、

1.5、5 mg/kg投与時の最高血漿中濃度はそれぞれ 1.95±0.18、7.16±0.70、23.2±2.5、

88.1±6.0 μM であった。なお、dl-sotalol の 5 mg/kg 投与開始後 20 分及び 30 分、

astemizole の 1 mg/kg 投与開始後 20 分及び 30 分、さらに 3 mg/kg 投与では、QT

間隔の過剰の延長により、ペーシング刺激時の T 波終点が次の刺激により発生

した P 波に重なり、T 波終点が特定できなかったため、QT(pacing)のデータは解析

できなかった。 
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3 陰性対照薬の作用 

 

Propranolol は心拍数、QT 間隔、QTc 間隔及び QT(pacing)に影響を与えなかった

（図 7）。 

 

4 QT 延長作用に対する反応性と臨床における QT 延長作用あるいは hERG 抑

制作用との比較 

 

麻酔イヌにおいて astemizole 及び dl-sotalol が QT 延長作用を示した血漿中濃

度と臨床において QT 延長作用を引き起こす濃度（Hoppu et al., 1991; Saviuc et 

al., 1993; Kimura et al., 1996）はほぼ一致していた（表 3）。一方、hERG 抑制作

用（IC50）との比較では、astemizole では作用濃度が近かったが、dl-sotalol では、

QT 延長作用を示した血漿中濃度に比べて hERG 抑制作用を示す濃度が明らか

に高かった（Zhou et al., 1999; Kirsch et al., 2004）（表 3）。 
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図 7 麻酔イヌにおける astemizole（A）、dl-sotalol（B）あるいは propranolol（C）
静脈内投与時の心拍数、QT 間隔、QTc 間隔、QT(pacing) 、血漿中濃度の
継時的変化 

 

血漿中濃度推移は陽性対照薬である astemizole 及び dl-sotalol のみ示した。QTc

間隔は試験別補正式により補正した。溶媒対照群は白抜きで、被験物質群は黒
抜きで示した。各ポイントは平均値±標準誤差で示し、astemizole の 100 分時
点の QT(pacing)（4 例）以外は、溶媒対照群と dl-sotalol 群は 4 例、astemizole 群と
propranolol群は 5例であった。なお、astemizole群の 110分時点およびそれ以降、
dl-sotalol 群の 140 分及び 150 分時点における QT(pacing)については、T 波終点が P

波始点に重なり解析できない個体があり、採用例が 3 例未満であったため、図
中に示さなかった。*: p<0.05, **: p<0.01; 各測定ポイントにおける溶媒対照群と
被験物質群間の統計学的有意性を表す。 
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表 3 麻酔イヌにおける被験物質の QT 延長作用と臨床における QT 延長作用
あるいは hERG 抑制作用との比較 

 

Drugs 

Total (µM)  Unbound (µM) 

Plasma conc. at 

QT prolongation 

in dogs 

Plasma conc. at 

clinical QT 

prolongation/TdP
a
  

 

Plasma conc. at 

QT prolongation 

in dogs
1
 

hERG
a
 

IC50 

      

Astemizole 0.305 0.134–0.545
 b
   0.0092 0.0009

 d
 

dl-Sotalol 7.16 5.54
 c
  7.16 278

 e
 

Propranolol – –  – 3.9
 f
 

      

 
1 蛋白結合率によりフリー体薬物濃度を算出した。Astemizole の蛋白結合率は 

97% (Mann et al., 1989)、dl-sotalol の蛋白結合率は 0%（Schnelle & Garrett, 1973）
とした。 
a 文献値を引用（b

Hoppu et al., 1991 及び Saviuc et al., 1993, 
c
Kimura et al., 1996, 

d
Zhou et al., 1999, 

e
Kirsch et al., 2004, 

f
Kawakami et al., 2006） 

–: No QT prolongation, ND: No data available  
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C テレメトリーマーモセットにおける薬物の QT 間隔に対する作用 

 

マーモセットは小動物の霊長類であり、供給化合物量の尐ない創薬早期にお

ける評価に適した動物種として期待されている。しかしながら、マーモセット

では薬剤誘発性 QT 延長作用の検出に関する報告はなく、マーモセットの QT

延長作用に対する薬剤反応性について検討する必要がある。また、本研究論文

ではモルモット及びイヌを用いて麻酔下の研究結果を報告してきたが、覚醒下

では自律神経系や循環器系の変化などの影響を含む評価が可能である。本研究

では、テレメトリーシステムを用いて覚醒下のマーモセットの詳細な QT 間隔

と RR 間隔の関係を求めてマーモセットに適した QT 補正式を作成し、さらに

その補正式を用いて薬剤の反応性について評価して、臨床結果との比較により

本試験系の薬剤誘発性 QT 延長評価における有用性について検討した。 

 

1 QT 補正式に関する検討 

 

QT 間隔は RR 間隔に対して正の相関を示した（図 8）。本試験系における最

適な QT 補正式を求めるため、一般補正式である Bazett、Fridericia 及び個体別

補正式について RR 間隔に対する補正 QT 間隔の回帰直線を求めた（図 9）。個

体別補正式とBazettの補正式における回帰直線の傾きはそれぞれ 0.0031、0.0054

であり、Fridericia の補正式の回帰直線の傾き（0.0690）よりも有意に小さく（表

4）、Fridericia の補正式よりも補正能が高いことが示された。個体別補正式と

Bazett の補正式の回帰直線の傾きの間に統計学的な有意差は認められなかった

が、個体別補正式の回帰直線の傾きは Bazett と比較して傾きが 0 に近く、さら

に個体毎のばらつきもより小さかったため（表 4）、個体別補正式が最適な補正



 

 36 

式であることが考えられた。なお、いずれの回帰式においても、CV 値は 10%

未満であり（表 4）、回帰直線の精度に問題はなかった。 

以上より、個体別補正式が最も良好な補正能を示すと考えられたため、被験

物質を用いた検討では、個体別補正式を用いて QT 間隔の RR 間隔に対する補

正を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8 テレメトリーマーモセットにおける典型的な QT 間隔と RR 間隔の関係 

 

各ポイントは、マーモセット 1 匹から得られた 24 時間の心電図について、6 分
毎に連続した 10 個の心電図波形を解析し、その 10 波形の平均 QT 及び RR 間
隔とした。QT 間隔を RR 間隔に対して表示し、回帰直線を実線で表した。表示
したマーモセットの平均心拍数及び平均 QT 間隔は、それぞれ 144 beats/min（RR

間隔では 418 msec）、143 msec であった。 
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図 9 テレメトリーマーモセットにおける典型的な RR 間隔に対する QTc 間隔 

 

図 8 に使用した QT 及び RR 間隔を元に Bazett（A）、Fridericia（B）あるいは個
体別補正式（C）を用いて QTc 間隔を算出し、QTc 間隔を RR 間隔に対して表
示した。回帰直線を実線で表し、その傾き及び CV 値を図中に示した。 
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表 4 テレメトリーマーモセットにおける Bazett、Fridericia あるいは個体別補
正式の QT 補正能 

 

Parameters* Bazett Fridericia Individual 

Slope  0.0054 ± 0.0046
a
 0.0690 ± 0.0067  0.0031 ± 0.0005

a,b
 

CV
c 
(%)  6.5 ± 0.1 6.5 ± 0.1 6.6 ± 0.1 

 

値は平均値±標準誤差で示した（4 例）。 

*各個体の QTc-RR プロットから得られた回帰直線の傾き及び CV 値 
a
 Tukey の多重比較検定により Fridericia 補正式との有意差あり（P<0.01） 

b
 Tukey の多重比較検定により Bazett 補正式との有意差なし（P=0.9785） 

c 統計学的解析を実施していない 

 

 

2 陽性対照薬の作用 

 

陽性対照薬である astemizole の 30 mg/kg の投与により、QT 間隔の明らかな

延長が認められた（図 10）。本試験に用いた 4 匹のマーモセットはすべて陽性 T

波であり、また T 波は尖鋭で T 波終点が特定されやすい性質を示した（図 10）。

溶媒対照の投与では、いずれも投与直後に投与による動物の興奮の影響と考え

られる一過性の心拍数上昇および QT 間隔の僅かな短縮が認められたが、QTc

間隔に影響は認められなかった（図 11）。溶媒対照と比較して、astemizole は 10 

及び 30 mg/kg において QT 間隔及び QTc 間隔の延長作用を示し、最大反応を示

した投与後 2 時間では、それぞれ投与前値に対して QT 間隔では 49、105 msec

の延長、QTc 間隔では 48、98 msec の延長であった。一方、10、30 mg/kg とも

に心拍数に影響は認められなかった。血漿中濃度と薬剤の反応性の関係につい

て評価するため、最高血漿中濃度を含む測定ポイントについて血漿中濃度を測

定した結果、astemizole 10 mg/kg 投与時の astemizole 及び desmethylastemizole の

最高血漿中濃度はそれぞれ投与後 30分で 0.025±0.018、0.268±0.250 μMであり、

30 mg/kg 投 与 時 は astemizole が 投 与 後 30 分 で 0.033±0.017 μM 、
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desmethylastemizoleが投与後 2時間で 0.403±0.176 μMであった。dl-Sotalolでは、

溶媒対照と比較して、5 mg/kg ではいずれのパラメータにも影響は認められな

かったが、15 mg/kg において QT 間隔及び QTc 間隔の延長が認められ、最大反

応を示した投与後1時間のQT間隔とQTc間隔は投与前値に対してそれぞれ108 

msec と 80 msec 延長した。一方、心拍数に対しては、5 mg/kg では影響は認め

られなかったが、15 mg/kg で僅かな低下作用が認められた。dl-Sotalol の 5 及び

15 mg/kg 投与時の最高血漿中濃度はそれぞれ投与後 1 時間で 3.90±1.71、

5.29±2.42 μM であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10 テレメトリーマーモセットにおける astemizole 経口投与前（Pre）及び 30 

mg/kg 投与後 2 時間の典型的な心電図波形（図 8 と同一個体） 

 

各心電図波形の QT 及び RR 間隔を図中に表した。 
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図 11 テレメトリーマーモセットにおける astemizole あるいは dl-sotalol 経口投
与時の心拍数、QT 間隔、QTc 間隔および血漿中濃度の継時的変化 

 

A に astemizole（▲:10 mg/kg; ■: 30 mg/kg）、B に dl-sotalol（▲: 5 mg/kg; ■: 15 

mg/kg）の結果を示し、溶媒対照群は白抜き（○）で表示した。また、astemizole

については血漿中濃度推移に astemizoleの代謝物であるdesmethylastemizole （Δ: 

10 mg/kg; □: 30 mg/kg）の結果を合わせて表示した。各ポイントは平均値±標準
誤差で示した（4 例）。QTc 間隔は個体別補正式により補正した。*: p<0.05, **: 

p<0.01; 各測定ポイントにおける溶媒対照群と被験物質群間の統計学的有意性
を表す。 

 

(A) Astemizole (B) dl-Sotalol

0

50

100

150

200

250

0 4 8 12 24

H
ea

rt
 r

at
e 

(b
ea

ts
/m

in
)

0

50

100

150

200

250

0 4 8 12 24

0

50

100

150

200

250

300

0 4 8 12 24

Q
T

 (
m

se
c)

0

50

100

150

200

250

300

0 4 8 12 24

0

50

100

150

200

250

300

0 4 8 12 24

Q
T

c
(m

se
c)

0

50

100

150

200

250

300

0 4 8 12 24

0

0.2

0.4

0.6

0 4 8 12 24

Time (hour)

0

2

4

6

8

0 4 8 12 24

Time (hour)

**

*

**
**

*

*

*

*

**

**

** ** **

** ** **

**

**
**

**
*

*
*

**
**

**

*
*

P
la

sm
a 

co
n

ce
n
tr

at
io

n
 (

µ
M

)



 

 41 

3 陰性対照薬の作用 

 

Propranolol は 30 mg/kg において、QT 間隔、QTc 間隔、心拍数のいずれのパ

ラメータに対しても影響を与えなかった（図 12）。Propranolol 投与後の最高血

漿中濃度は 3.73±2.66 μM であり、臨床における薬効血漿中濃度の 30.3 倍の曝露

であった（Rocher et al., 1985）。一方、nifedipine は 30 mg/kg において心拍数の

増加および QT 間隔の短縮を示したが、QTc 間隔には影響を与えなかった（図

12）。Nifedipine 投与後の最高血漿中濃度は 1.11±1.52 μM であり、臨床における

薬効血漿中濃度の 5.2 倍の曝露であった（Zylber-Katz et al., 1988）。 
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図 12 テレメトリーマーモセットにおける propranolol あるいは nifedipine 経口
投与時の心拍数、QT 間隔、QTc 間隔および血漿中濃度の継時的変化 

 

A に propranolol（▲: 30 mg/kg）、B に nifedipine（▲: 30 mg/kg）の結果を示し、
溶媒対照群は白抜き（○）で表示した。各ポイントは平均値±標準誤差で示し
た（4 例）。QTc 間隔は個体別補正式により補正した。*: p<0.05, **: p<0.01; 各
測定ポイントにおける溶媒対照群と被験物質群間の統計学的有意性を表す。 
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4 QT 延長作用に対する反応性と臨床における QT 延長作用あるいは hERG 抑

制作用との比較 

 

マーモセットにおいて astemizole 及び dl-sotalol が QT 延長作用を示した血漿

中濃度と臨床において QT 延長作用を引き起こす濃度（Hoppu et al., 1991; Saviuc 

et al., 1993; Kimura et al., 1996）はほぼ一致していた（表 5）。一方、hERG 抑制

作用（IC50）との比較では、astemizole では作用濃度が近かったが、dl-sotalol で

は、QT 延長作用を示した血漿中濃度に比べて hERG 抑制作用を示す濃度が明

らかに高かった（Zhou et al., 1999; Kirsch et al., 2004）（表 5）。 

 

 

表 5 テレメトリーマーモセットにおける被験物質の QT 延長作用と臨床にお
ける QT 延長作用あるいは hERG 抑制作用との比較 

 

Drugs 

Total (µM)  Unbound (µM) 

Plasma conc.  

at QT 

prolongation in 

marmosets 

Plasma conc.  

at clinical QT 

prolongation/ 

TdP
a
  

 

Plasma conc. 

at QT 

prolongation 

in marmosets
1
 

hERG
a
 

IC50 

      

Astemizole combined
2
 0.293 0.134–0.545*

 b
     

 Astemizole 0.025 ND  0.0003 0.0009
 d
 

 Desmethylastemizole 0.268 ND  0.009 0.001
 d
 

dl-Sotalol 5.29 5.54
 c
  4.99 278

 e
 

Propranolol – –  – 3.9
 f
 

Nifedipine – –  – >50 
g
 

      

 
1 蛋 白 結 合 率 に よ り フ リ ー 体 薬 物 濃 度 を 算 出 し た 。 Astemizole 、
desmethylastemizole、dl-sotalol の蛋白結合率はそれぞれ 98.7%、96.5%、5.7%で
あった。 
2
Astemizole と desmethylastemizole の合計濃度 

*モル濃度は astemizole の分子量から算出した。 
a文献値を引用した（b

Hoppu et al., 1991 and Saviuc et al., 1993, 
c
Kimura et al., 1996, 

d
Zhou et al., 1999, 

e
Kirsch et al., 2004, 

f
Kawakami et al., 2006, 

g
Zhang et al., 1999） 

–: No QT prolongation, ND: No data available  
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Ⅳ 考察 

 

本研究では、創薬早期における正確な QT 延長リスク評価に着目し、比較的

尐量の検体量で評価可能な麻酔モルモット、麻酔イヌ及びテレメトリーマーモ

セットを用いて QT 延長作用の検出に対して高感度で正確性の高い in vivo 評価

法の開発を行った。麻酔モルモットでは、T 波よりも波形が単純で心筋再分極

時間の終点を正確に検出することが可能な MAP 測定系を開発した。麻酔イヌ

では、心筋活動電位持続時間に影響を与える心拍数の変動を除去する目的で右

心房ペーシング刺激下における心電図測定系を開発し、さらに麻酔下における

新規 QT 補正式を作成した。テレメトリーマーモセットでは、動物の日常生活

に近い環境下における評価を目的として、動物にテレメトリー送信器を埋め込

み、無麻酔無拘束下での心電図測定系を開発した。 

QT 間隔や MAP 持続時間などの心筋活動電位持続時間は RR 間隔の影響を受

けることが知られており、RR 間隔が延長するにつれて活動電位持続時間も延

長するため一般的に両者は正の相関を示す。したがって、薬剤の心筋再分極時

間に対する作用を正確に評価するためには心臓ペーシングをかけて心拍数を一

定にすることや（Hamlin et al., 2003）、QT 間隔を RR 間隔で補正する必要があ

る。本研究では、麻酔モルモット及び麻酔イヌの試験系は心房ペーシング下で

実施し、麻酔イヌ及びテレメトリーマーモセットの試験系では適切な QT 補正

式を求めて評価に使用した。QT 間隔の RR 間隔に対する補正に関しては、これ

までBazettやFridericiaなどの一定の補正方法が臨床も含めて一般的に用いられ

てきた（Bazett, 1920; Fridericia, 1920）。しかしながら、試験条件が QT 間隔と

RR 間隔の関係に与える影響は多数存在する。すなわち、動物種によりイオン

チャネル発現量やバランスが異なる場合（Wymore et al., 1997; Haverkamp et al., 
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2000）、麻酔薬には hERG 抑制作用を有する薬剤もあり麻酔処置により薬剤の

QT 間隔に対する作用力価が変化する場合（Stadnicka et al., 2000; Bachmann et al., 

2002; Suzuki et al., 2003）、麻酔深度により QT 間隔に影響を与える自律神経系の

活性が変わる場合などがある（Harada et al., 2005）。また、個体により QT 間隔

と RR 間隔の関係が異なることも知られており、同一の補正式をすべての試験

や個体に適用する場合、精度の低下に繋がると考えられ、近年、試験別あるい

は個体別の個別補正方法（Spence et al., 1998; Miyazaki & Tagawa, 2002）が開発

され、本研究では麻酔イヌ及びテレメトリーマーモセットに適用した。個別補

正式はBazettやFridericiaなどの一般補正式よりも高い補正能を示したことから、

両試験系における最適な補正方法となり、精度の高い試験系構築の一助となっ

た。一般補正式を使用することは簡易であるが、例えば、麻酔イヌにおける

Bazett の補正式では、RR 間隔が短くなる（心拍数が高くなる）と QTc 間隔が

過剰補正され高値を示し、逆に RR 間隔が長くなる（心拍数が低くなる）と QTc

間隔は低値を示す傾向があり、心拍数を上昇させる薬物では Bazett の補正式で

は QTc 間隔が見かけ上延長しやすく、逆に心拍数を低下させる薬物では QTc

延長作用は見かけ上小さく評価されると考えられる。したがって、心拍数に影

響を与える薬剤の場合、一般補正式の適用により過大評価や過小評価に繋がる

可能性があり、正確性の高い評価系の構築には個別補正式の適用は必須と考え

られた。 

ペーシング刺激下あるいは個別補正式を用いて薬剤の反応性について検討し

た結果、いずれの試験系においても陽性対照薬は陽性反応、陰性対照薬は陰性

反応を示し、いずれも感度（陽性対照が陽性作用を示す比率）・特異度（陰性対

照が陰性作用を示す比率）ともに 100%であった。また、感度の精度について

は、麻酔モルモットでは陽性対照薬の MAP90(pacing)に対する ED50 と臨床におい
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て QT 延長作用を示す濃度との間に良好な相関が認められ、麻酔イヌ及びテレ

メトリーマーモセットでは陽性対照薬に使用した薬剤の QT 延長作用を示す濃

度が臨床データとほぼ一致した。これらのことから、本研究で確立した各試験

系はいずれも正確性と精度がともに高い QT 延長評価系であることが明らかと

なった。 

陽性対照薬のうち astemizole 及び dl-sotalol については、今回開発した試験系

のすべてにおいて評価を行い、両薬剤ともにいずれの試験系においても QT 延

長作用を示した。血漿中薬物濃度測定を実施した麻酔イヌとテレメトリーマー

モセットにおいて astemizole 及び dl-sotalol が QT 延長作用を示した濃度は、麻

酔イヌではそれぞれ 0.305 μM、7.16 μM、テレメトリーマーモセットでは 0.293 

μM、5.29 μM であり、両試験系における反応性はほぼ一致していた。また、麻

酔モルモットでは血漿中薬物濃度を測定していないが、astemizole の dl-sotalol

に対する QT 延長作用の力価比は 23.6 倍（astemizole の方が 23.6 倍強い）であ

り、麻酔イヌとテレメトリーマーモセットにおける力価比（それぞれ 18.1 倍、

23.5 倍）とほぼ同等であった。したがって、astemizole 及び dl-sotalol の反応性

は各試験系においてほぼ一致していると考えられ、各試験系の薬剤反応性の相

関性は高いと示唆された。 

本試験に使用した陽性対照薬はいずれも hERG 抑制作用を有し（Kirsch et al., 

2004; Guth et al., 2004）、それらの薬剤の QT 延長作用は hERG 抑制が原因であ

ると考えられている（Redfern et al., 2003）。しかしながら、麻酔モルモットでは

hERG 抑制力価と MAP90(pacing)延長作用の力価に明確な相関は認められなかった。

また、本研究において陰性対照薬として使用された verapamil（hERG IC50=0.143

～0.37 μM）（Zhang et al., 1999; Kirsch et al., 2004）や propranolol（hERG IC50=3.9 

μM）（Kawakami et al., 2006）は、陽性対照薬として使用された dl-sotalol（hERG 
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IC50=278 μM）（Kirsch et al., 2004）よりも hERG 抑制作用が明らかに強いにもか

かわらず、QT 延長作用を示さなかった。したがって、hERG 抑制作用と QT 延

長作用は必ずしもイコールではなく、hERG 抑制作用は QT 延長評価において

ポテンシャル評価としては優れているが、真の QT 延長リスク判断には適して

いないと考えられた。心筋再分極過程には K チャネル以外に Na チャネルや Ca

チャネルなども関与しており（Kii et al., 2005）、それらのイオンチャネルを抑

制する場合には hERG チャネルを抑制しても心筋再分極時間を延長させない薬

剤も存在すると考えられる（Redfern et al., 2003）。また、本研究において、

dl-sotalolは hERG阻害力価よりも低い濃度からQT延長作用を示したことから、

hERG 阻害以外の作用機序により QT 延長作用を示した可能性があり、hERG 以

外の要因により QT 延長作用を示す薬剤も存在すると考えられる。医薬品の安

全性に対する過小評価は患者へのリスクを高める一方、安全性の過大評価は、

患者にとって有益な薬剤を開発中止に追い込むことになるため、安全性に対し

ては適切な評価が必要とされる。QT 延長リスクに関しても同様であり、単一

チャネル（hERG チャネル）に対する評価だけでなく、本研究で開発した試験

系などを使用して、心筋再分極時間に対して適切に評価することが必要と考え

られる。 

本研究成果から推奨される創薬早期における QT 延長評価ストラテジーを以

下に示す。一次スクリーニングとしてハイスループットスクリーニング（HTS）

が可能なオートパッチクランプによる hERG電流抑制作用に対する in vitro評価

を実施した後、有望な化合物について正確性の高い二次スクリーニング評価と

して麻酔モルモット、麻酔イヌあるいはテレメトリーマーモセットの in vivo 心

筋再分極試験を実施する。試験系の選択については、対象薬剤の特性、評価す

る化合物数、供給される化合物量などを考慮して決定する。麻酔モルモットは
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多検体処理が可能であり最もスループットに優れているが、小動物であるため

多時点で採血できず、薬理作用と血中濃度との相関を得にくいため安全域の算

出が難しい。その点、麻酔イヌでは麻酔モルモットと比較して検体処理能力は

低いが、多時点で血漿中薬物濃度測定用の採血を行うことが可能であり、明確

な安全域を求めることができる。一方、テレメトリーマーモセットはあらゆる

投与経路での投薬が可能であり、薬剤の溶解性が低く麻酔下の静脈内投与では

十分な被験薬の血中濃度が得られない場合には、経口投与などの他の投与経路

での実施が必要であるため、有用性が高い。また、多くの薬剤が経口を臨床投

与経路として選択しており、薬物動態面（動態プロファイル、代謝物の寄与）

を考慮すると臨床投与経路と同じ投与経路での薬剤評価が推奨される。被験薬

の特性、各プロジェクトの状況に合わせて、これらの試験系から適切な方法を

選択し、心筋再分極評価を実施すべきと考えられる。 

著者の所属する中外製薬㈱において、創薬の早期段階から適切な QT 延長評

価が行われて創出された新規薬剤である mitemcinal 及び MA-2029 について、

QT 延長作用に対する統合的リスク評価を実施した（Kimura et al., 2007a; Kimura 

et al., 2007b; Tabo et al., 2008a）。Mitemcinal は消化管機能改善薬として期待され

ていたが、QT延長リスクのあるエリスロマイシンと類似した化学構造を有し、

エリスロマイシンと同程度の hERG 抑制作用を示した（Kimura et al., 2007a）。

創薬早期に麻酔モルモット及び麻酔イヌの試験を行い、QT 延長作用を示す濃

度を特定して薬効用量との安全域を適切に求め、臨床では QT 延長作用を示さ

ないと判断した（Kimura et al., 2007a; Kimura et al., 2007b）。本薬剤は、臨床に

おける QT 延長試験（ICH E14, 2005）において QT 延長作用を示さず、創薬早

期の統合的リスク評価と一致していた。MA-2029 は過敏性腸症候群治療薬であ

り、mitemcinal と同様に hERG 抑制作用を有していたが、創薬早期の麻酔イヌ
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試験において QT 間隔を短縮させることが明らかとなり、統合的リスク評価で

は QT 延長リスクの低い薬剤と結論づけた（Tabo et al., 2008a）。これらの薬剤

はいずれも hERG 抑制作用を有していたが、創薬早期に適切な in vivo 再分極評

価を行うことにより、有望な化合物の開発中止を防ぐことに繋がり、創薬早期

の正確な QT 延長リスク評価の重要性を支持する知見であった。 

本研究において開発した高感度で正確性の高い in vivo QT 延長評価系を創薬

早期の評価システムに組み込むことにより、医薬品開発の非常に早い研究段階

から新規薬剤の正確な統合的 QT リスク評価が可能となり、QT 延長評価のパラ

ダイムシフトに繋がると考えられ、安全性の高い医薬品をより早く創出し、患

者・医療現場へすみやかに提供することが可能になると期待される。 
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Ⅴ 総括 

 

医薬品開発において心電図 QT 間隔の延長に伴う致死性不整脈の発生が問題

となっており、hERG チャネルの抑制が QT 延長作用の主原因と考えられ、創

薬早期段階では in vitroにおける hERG遮断評価が行われている。しかしながら、

hERG チャネルを抑制しても QT 延長作用を示さない薬剤も多く、hERG 評価だ

けでは十分なリスク評価とは言えない。本研究では、創薬早期において薬剤誘

発性 QT 延長作用を正確に評価することを目的として、麻酔モルモット、麻酔

イヌ及び覚醒マーモセットを用いた in vivo 評価法を開発した。 

 

1.  心筋再分極時間（QT 間隔）は心拍数（あるいは RR 間隔）の変動により

生理的に変化するので、薬剤の QT 間隔に対する作用を正確に評価するため、

麻酔モルモットと麻酔イヌでは心房にペーシング刺激を行い、心拍数を一定

にした条件下で実験を行った。また、麻酔イヌと覚醒マーモセットでは QT

間隔と RR 間隔の関係を求めて最適な QT 補正式を作出することにより、QT

延長作用の検出精度を向上させた。 

 

2.  麻酔モルモットに心房ペーシングを行い、心拍数を一定にした条件下で単

相性活動電位（MAP）を測定した。陽性対照薬 8 種（E-4031、cisapride、

astemizole、terfenadine、bepridil、haloperidol、quinidine、dl-sotalol）および陰

性対照薬 4 種（diltiazem、verapamil、chlorpheniramine、captopril）を濃度を

変えて静脈内投与した時の MAP 持続時間（活動電位の振幅が 90%減衰する

までの時間：MAP90(pacing)）を調べた結果、陽性対照薬はいずれも濃度依存

性に MAP90(pacing)の延長作用を示し、陰性対照薬はいずれも延長作用を示さ
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なかった。 

本試験において陽性対照薬が MAP90(pacing)を延長した用量（ED5：5%延長

用量）は、臨床において QT 延長作用を示すと報告された濃度と高い相関性

を示した（R
2
=0.7214）。 

 

3.  麻酔イヌにおいて心房ペーシング刺激が可能な処置を行い、心電図を測定

した。心房ペーシングにより、薬剤未処置下において QT 間隔と RR 間隔の

関係を求めた結果、RR 間隔が長くなると QT 間隔は延長した。これらの数

値を用いて、心拍数の変動の影響を受けない QT 間隔を得るために Bazett、

Fridericia、Matsunaga、Van de Water の各補正式及び今回確立した試験別補正

式の補正精度を比較検討した。その結果、試験別補正式（QTcX=QT/RR
0.3879）

が RR 間隔の変動の影響を最も受けにくく、変動係数（CV）値も尐ない良

好な補正能を示した。 

この試験別補正式を用いて、陽性対照薬 2 種（astemizole、dl-sotalol）及

び陰性対照薬 1 種（propranolol）を濃度を変えて静脈内投与し、陽性対照薬

の血漿中濃度を測定するとともに、ペーシング刺激を行わない条件下の QTc

間隔（QTcX 間隔）とペーシング刺激下の QT 間隔（QT(pacing)）に対する作

用を調べた。その結果、陽性対照薬は濃度依存性に延長作用を示したが、陰

性対照薬は延長作用を示さず、さらに陽性対照薬が QT 延長作用を示した濃

度は、報告された臨床試験成績とほぼ一致した。 

 

4.  テレメトリー送信器をコモンマーモセットに埋め込み、無麻酔無拘束下で

心電図を測定した。マーモセットの QT 間隔と RR 間隔の関係を求めた結果、

イヌと同様、RR 間隔が長くなると QT 間隔は延長した。心拍数の変動の影
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響を受けない QT 間隔を得るために Bazett、Fridericia の各補正式及び個体別

補 正 式 の 補 正 精 度 に つ い て 検 討 し た 結 果 、 個 体 別 補 正 式

（QTci=RRref
β
×QT/RR

β、β：個体別補正係数）が RR 間隔の変動の影響を最

も受けにくく、変動係数（CV）値も尐ない良好な補正能を示した。 

この個体別補正式を用いて、陽性対照薬 2 種（astemizole、dl-sotalol）及

び陰性対照薬 2 種（propranolol、nifedipine）を経口投与したときの薬剤の作

用および血漿中濃度を調べた。陽性対照薬はいずれも QTc 間隔を延長した

が、陰性対照薬では QTc 間隔の延長は認められなかった。また、陽性対照

薬が QT 延長作用を示した濃度は、報告された臨床試験成績とほぼ同等であ

った。 

 

5.  本研究において開発した麻酔モルモット、麻酔イヌ及び覚醒マーモセット

を用いた評価系は、いずれも感度・特異度ともに非常に優れており、また陽

性対照薬の反応性が臨床結果と相関を示したことから検出感度も適切であ

り、薬剤誘発性 QT 延長評価において有用であることが明らかとなった。麻

酔モルモットは多検体処理が可能で最もスループットに優れており、麻酔イ

ヌは多時点で血漿中薬物濃度測定用の採血を行うことができることから明

確な被験薬の安全域を求めることが可能である。覚醒マーモセットでは臨床

投与経路と同じ投与経路での薬剤評価が可能であり、最も有用性は高いと考

えられる。被験薬の特性や評価化合物数に合わせて適切な評価系を選択して、

医薬品開発の非常に早い研究段階から新規薬剤の正確な統合的 QT リスク

評価を行うことにより、安全性の高い医薬品をより早く医療現場に提供する

ことが可能になると期待される。 
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Studies of in vivo drug-induced QT interval prolongation 

in early-stage drug development 

Mitsuyasu Tabo 

 

The potential for non-cardiac drugs to induce QT interval prolongation 

accompanied by a rare but life-threatening lethal arrhythmia has generated intense 

interest and concern in the development of pharmaceuticals. Because inhibition of the 

hERG channel is considered the main cause for the QT interval prolongation, in vitro 

hERG inhibitory tests are generally conducted in early-stage drug development. 

However, hERG inhibitors do not necessarily cause QT prolongation and hERG tests 

are considered insufficient for actual QT risk assessment. In this study, in consideration 

of accurate QT risk evaluation in the early stages, I developed in vivo assays using 

anesthetized guinea pigs, anesthetized dogs and conscious common marmosets. 

 

1.   Since the period of ventricular repolarization (QT interval) adapts to changes in 

the heart rate (or RR interval), studies using anesthetized guinea pigs and dogs 

were conducted under a fixed heart rate using atrial pacing to accurately assess the 

effects of drugs on the QT inteval. In addition, studies using anesthetized dogs and 

conscious marmosets were preformed under highly sensitive conditions using the 

appropriate QT correction formula obtained from a relationship between QT and 

RR intervals. 

 

2.   The monophasic action potential (MAP) was measured in anesthetized guinea 

pigs under a fixed heart rate using atrial pacing. Eight positive reference drugs 
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(E-4031, cisapride, astemizole, terfenadine, bepridil, haloperidol, quinidine, 

dl-sotalol) and four negative reference drugs (diltiazem, verapamil, 

chlorpheniramine, captopril) were intravenously administered at various dosages to 

assess the effects on the MAP duration (MAP90(pacing): action potential duration at 

90% repolarization level). All positive reference drugs showed dose-dependent 

MAP90(pacing) prolongation, whereas the negative reference drugs did not.  

There was a clear correlation between each estimated 5% MAP90(pacing) 

prolonging dose (ED5: 5% effective dose) of the eight positive reference drugs and 

the clinical plasma concentration associated with QT prolongation previously 

reported (R
2
=0.7214).  

 

3.   The electrocardiogram (ECG) under atrial pacing conditions was measured in 

anesthetized dogs. A relationship between the QT and RR intervals under a 

nontreatment condition was clarified. The QT/RR relationship indicated that when 

the RR interval was prolonged, prolongation of the QT interval followed. In order 

to obtain a QT interval uninfluenced by changes in the heart rate, QT corrections 

were compared among the formulae of Bazett, Fridericia, Matsunaga, Van de Water 

and the study original. The study original formula (QTcX=QT/RR
0.3879

) eliminated 

the influence of RR interval most effectively and resulted in small CV values, 

indicating that the method showed the most appropriate correction of the QT 

interval against the RR interval. 

Two positive reference drugs (astemizole, dl-sotalol) and one negative reference 

drug (propranolol) were intravenously administered to assess the effects on the QTc 

interval corrected by the study original QT correction formula at sinus rhythm 
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(QTcX) and QT interval under atrial pacing (QT(pacing)) and the plasma drug 

concentrations were measured. All of the positive reference drugs 

dose-dependently prolonged the QTcX interval and QT(pacing), whereas the negative 

reference drugs failed to do so. The plasma concentrations of the positive reference 

drugs associated with QT prolongation were mostly consistent with those 

associated with previously reported clinical QT prolongation. 

 

4.   Common marmosets were implanted with telemetry transmitters. ECG was 

measured under a conscious condition and a relationship between QT and RR 

intervals was clarified. The QT/RR relationship indicated that when RR interval 

was prolonged, prolongation of the QT interval followed, as with the 

abovementioned anesthetized dogs. In order to obtain a QT interval uninfluenced 

by changes in heart rate, the QT correcting formulae of Bazett, Fridericia and 

individual correction were compared. The individual QT correction method 

(QTci=RRref
β
×QT/RR

β
,
 
where β is the individual correction coefficient) most 

effectively eliminated the influence of RR interval and resulted in small CV values, 

indicating that the method showed the most appropriate correction of the QT 

interval against the RR interval. 

Two positive reference drugs (astemizole, dl-sotalol) and two negative reference 

drugs (propranolol, nifedipine) were orally administered to assess the effects on the 

QTc interval corrected by the individual QT correction formula and the plasma 

drug concentrations measured. All positive reference drugs showed QTc interval 

prolongation, whereas the negative reference drugs did not. The plasma 

concentrations of the positive reference drugs associated with QT prolongation 
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were mostly consistent with those associated with previously reported clinical QT 

prolongation.  

 

5.   All of the assays using anesthetized guinea pigs, anesthetized dogs and 

conscious marmosets developed in this study showed high sensitivity and high 

specificity. In addition, the quality of sensitivity was appropriate because the 

results of the positive reference compounds showed a clear correlation with clinical 

outcomes. Therefore, these assays would be useful for the assessment of 

drug-induced QT interval prolongation. The anesthetized guinea pig assay can deal 

with many different test compounds and is superior in throughput. The anesthetized 

dog assay can accurately clarify the safety margin of test compounds because of the 

many blood-sampling points for the measurement of plasma drug concentration. 

The conscious marmoset assay can be conducted with the same drug administration 

route used in clinic and thus could be effectively utilized. The appropriate assay 

should be selected according to the characteristics and the number of test 

compounds. Incorporation of these assays into early-stage drug development would 

provide a potentially accurate and more integrated assessment of QT risk and thus a 

more timely introduction of new pharmaceuticals into the clinic stages with fewer 

safety issues. 

 


